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Polyp ptide isol ' du stratum comeum et son utiiisati n. 

L'invention a pour objet un polypeptide isole, de la familie des proteines fixant 
le calcium, un melange de polypeptides issus de la proteolyse du polypeptide 
5 [sole, des compositions les contenant, les utilisations dudit polypeptide et un 
precede de traitement cosmetique destine a tralter les peaux seches, 
{'hyperkeratoses la parakeratoses le psoriasis, Pichtyose, les neoplasies. 
Uinvention a egalement pour objet une sequence d'aclde desoxyribonucieique 
codant pour ledit polypeptide et les utilisations de ladtte sequence d'acide 
10 desoxyribonucieique 

Le role clef des flux de calcium dans les fonctions cellulaires a ete largement 
decnt depuis pius de 20 ans. Ainsi le caldum est un messager intracelluiaire 
de premiere importance. De nombreuses hormones et messagers 

15 extracellulaires exercent leur effet par une augmentation du taux intracelluiaire 
de calcium. II a ete rapldement montre que la plupart des effets du calcium 
etaient determines par une large familie relativement homogene de proteines 
liant le calcium. Parmi cette familie les Calmodulines sont les pius ubiquitaires. 
Le role de la Calmoduline est de reconnattre les changements dans la 

20 concentration en ions caiciques cytosoliques et de transmettre IMnformatlon 
aux proteines intraceilulaires. 

La transmission du signal est efFectu^e lorsque la Calmoduline lie le calcium 
lors d'une augmentation du taux cellulaire de ceiui-ci. Cela entraTne des 
changements de conformation de la proteine ce qui augmente de maniere 
25 considerable son affinite pour la proteine cible. 

En terme de configuration, la Calmoduline libre de calcium contient deux 
domaines globulaires connectes par un bras flexible. Chaque domaine contient 
deux motifs « Helice-Boucie-Helice » bien definis connus sous le nom de « EF- 

30 Hands » et qui sont responsables de la liaison avec le calcium. La liaison avec 
le calcium induit un changement conformationnel tres important Ce 
changement confonmationnei se traduit par une exposition de ia partle 
hydrophobe globulaire de la proteine qui permet d ia Calmoduline de 
reconnattre et de se lier a certaines proteines avec une haute affinite. La 

35 liaison de la Calmoduline avec sa proteine able conduit alors a la creation d'un 
complexe actrf. 
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La Calmoduline est cx)nnue pour interagir avec de nombreuses proteines ou 
enzymes ainsi qu'avec de nombreuses drogues hydrophobes ou encore avec 
des peptides d'origine naturelte ou synthetique. 

5 A cet egard on peut citer 

- certaines protein-kinases impliquees dans Thomeostasie celluiaire et dans 
certaines fonctions cellulaires critiques telles que le metaboiisme, la motilite, la 
transcription des genes et la division celluiaire. la proliferation ; 

- la calcineurin qui est une phosphatase ayant un role dans la regulation des 
10 enzymes et proteines impliquees dans la transduction du signal calcique ; - 

- la phosphodiesterase a nucleotides cycliques, la guanydylcyclase et 
Tadenylylcyciase regulant ainsi de maniere positive et/ou negative les taux des 
seconds messagers AMPcycilque et GMPcyclique dans le mecanisme d'action 
de certaines hormones ; 

15 - les trols isoformes de la NO-synthase intervenant dans la production de NO 
et ainsi dans ia relaxation vasculaire. Taction cytotoxique des macrophages, le 
relargage de neurotransmetteurs, de neuropeptides et/ou d'hormones ; 

- certaines proteines du cytosquelette vitales dans le controle de ia forme des 
cellules, de leur rigidite et de leur adhesion comme par exemple la myosine : 

20 - la caidesmon, les spectrines, Tadducine, proteines liant Tactine ; 

- ia desmocalmine, une proteine du desmosome qui interagit avec les 
keratines ; 

- les plasma-membrane Ca^'^-ATPases intervenant dans la maintenance de la 
concentration intracellulaire en ion ; ^ 

25 - Tomithine decarboxylase, certaines phospholipases A2 et certaines 
transglutaminases ont ete citees comme etant calmodulin-dependantes. 
D'autre part, certaines etudes suggerent que la Calmoduline a uh role dans les 
phenomenes de reparation de I'acide desoxyribonucleique et qu'elle serait 
potentiellement impliquee dans le vieilllssement cutane. 

30 

On salt enfin que si la Calmoduline est une proteine bien d6crite, elle est en fait 
le prototype d'une large famille de proteines dont tous les indivldus n'ont pas 
encore ete decrits. 

35 Ainsi, apres de longs et laborieux travaux la demanderesse a mis en evidence, 
parmi ies proteines de Tepiderme, (sole et purifie par des techniques 
biochimiques, un polypeptide exprime dans les epithelia comifies. Ce 
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polypeptide, autrement appele par ailleurs dans le texte "CLSP" (pour proteine 
de la peau similaire de la Calmodullne : Calmodulin Like Skin Protein) est 
exprime dans replderme. On sait que dans les epithelia comlfles la tres grande 
majorite des proteines exprimees est constituee par les keratines. Ainsi, ce 
.5 n*est qu*en 6laborant une methode d'extraction particuliere eliminant les 
keratines, que la demanderesse a pu isoier puis purifier la CLSP. 

La demanderesse en a alors determine la sequence primaire en acides 
amines. 

10 

L'Invention a done pour objet un jpolypeptide Isoie et purifi6, appartenant a la 
famille des proteines fixant le calcium (CaBP : calcium binding protein), 
caracterise par le fait qu'il repond a la sequence d'acides amines SEQ ID NO : 
1 suivante : 

15 



Met 


Ala 


Gly 


Glu 


Leu 


Thr 


Pro 


Glu 


Glu 


Glu 


10 


Ala 


Gin 


Tyr 


Lys 


Lys 


Ala 


Phe 


Ser 


Ala 


Val 


20 


Asp 


Thr 


Asp 


Gly 


Asn 


Gly 


Thr 


lie 


Asn 


Ala 


30 


Gin 


Glu 


Leu 


Gly 


Ala 


Ala 


Leu 


Lys 


Ala 


Thr 


40 


Gly 


Lys 


Asn 


Leu 


Ser 


Glu 


Ala 


Gin 


Leu 


Arg 


50 


Lys 


Leu 


lie 


Ser 


Glu 


Val 


Asp 


Ser 


Asp 


Gly 


60 


Asp 


Gly 


Glu 


lie 


Ser 


Phe 


Gin 


Glu 


Phe 


Leu 


70 


Thr 


Ala 


Alia 


Arg 


Lys 


Ala 


Arg 


Ala 


Gly 


Leu 


80 


Glu 


Asp 


Leu 


Gin 


Val 


Ala 


Phe 


Arg 


Ala 


Phe 


90 


Asp 


Gin 


Asp 


Gly 


Asp 


Gly 


His 


lie 


Thr 


Val 


100 


Asp 


Glu 


Leu 


Arg 


Arg 


Ala 


Met 


Ala 


Gly 


Leu 


110 


Gly 


Gin 


Pro 


Leu 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Leu 


Asp 


120 


Ala 


Met 


lie 


Arg 


Glu 


Ala 


Asp 


Val 


Asp 


Gin 


130 


Asp 


Gly 


Arg 


Val 


Asn 


Tyr 


Glu 


Glu 


Phe 


Ala 


140 


Arg 


Met 


Leu 


Ala 


Gin 


Glu 
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Le polypeptide de invention peut etre d'origine naturelle ou synthetique. Par 
synthetique on entend ici tout polypeptide obtenu chimiquement ou par 
production dans un organisme apres introduction dans cet organlsme des 
20 elements nScessalres a cette production. 



Le polypeptide de I'invention peut §tre issu de toute origine possible a savoir 
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solt animale, en particulier de mammiferes et encore plus particulierement 
humaine, soit vegetale, soit de micro-organismes (virus, phages, bacteries 
entre autres) ou encore de champignons, sans prejuger du fait qu'il soit 
present de maniere naturelle ou non dans ledit organlsme d'origine. 

5 • 

Pr§ferentieilement. le polypeptide de {'invention est d'origine naturelle, purifie a 
partir de tissus de mammiferes, particulierement ^ partir de peau de 
mammiferes. 

10 Preferentiellement. le polypeptide de I'invention est purifi^ a partir de peau 
humaine et encore plus preferentiellement a partir d'epiderme humaln. 

On sait que dans un polypeptide, un ou plusieurs residus d'acide amine 
peuvent changer pour des residus d'acide amine ayant un index hydropathique 
15 similaire sans pour autant changer les proprietes biologiques du polypeptide. 
L'index hydropathique est un index attribue aux acides amines en fonction de 
leur hydrophobicite et de leur charge (Kyte et al. (1982). J. Mol. Biol. , 157 : 
105). 

AInsi I'invention a egalement pour objet un polypeptide tel que decrit ci-dessus 
20 dans lequel un r6sidu d'acide amin6 au moins a 6te change pour un r6sidu 
d'acide amln6 ayant un index hydropathique sjmilaire. 

On sait qu'en general les polypeptides matures que Ton trouve dans les 
cellules provlennent de la maturation de precurseurs qui contiennent dans leur 
25 sequence la sequence du polypeptide mature. 

Ainsi, I'invention conceme egalement tout polypeptide, naturel ou synthetique, 
dont la sequence est en partie constitute par la sequence du polypeptide de 
I'invention. 

30 

il est connu que les polypeptides peuvent subir des modifications 
post-traductionnelles comme la formation de liaisons disulfures, les cllvages 
proteolytiques sp§ciflques, I'addrtion de glucides (glycosylation). la 
phosphorylation en particulier au niveau des serines et/ou des threonines et/ou 
35 des tyrosines, et/ou I'association a des lipides. 

Le polypeptide de I'invention peut avoir subl une ou plusieurs modifications 
post-traductionnelles. 
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Ainsi Tinvention concerns aussi le polypeptide de I'invention ayant subl ou non 
des modifications post-traductionneiles. 

5 On sait classer les polypeptides en fonction de leur point isoelectrique. 

Le point isoelectrique tlieorique du polypeptide de Tinvention peut etre d6duit 
de son enchaTnement en acides amines. Le polypeptide de Tinvention est un 
polypeptide theoriquement acide, 

Alnsi. rinventlon a pour objet un polypeptide dont le point isoelectrique 
10 theorique est compris entre 1 et 6, particulierement entre 3 et 5. Le polypeptide 
de rinvention a un point isoelectrique theorique de 4,075. 

On sait que la sequence primaire en acides aniines ainsi que les diverses 
modifications post-traductionnelles subies par un polypeptide font que ledit 
15 polypeptide peut etre caracterise par son poids moleculaire apparent exprime 
en kilodattons. 

On entend par poids moleculaire apparent, le poids moleculaire obtenu pour le 
polypeptide par comparaison de la mobilite electrophoretique de celui-ci avec 
celles de proteines standards de poids moleculaires connus sur gel de 
20 polyacrylamide/sodium dodecylsulfate, ou encore par comparaison du volume 
d'elution du polypeptide avec celui de proteines standard de poids 
moleculaires connus en chromatographie d'exclusion (selon les techniques 
decrites dans "Protein Purification", J-C. Janson et L. Ryden. VCH Publisher 
Inc. N.Y., 1989). 

25 

La connaissance de TenchaTnement en acides amines du polypeptide de 
I'invention permet d'en determiner le poids moleculaire theorique. 
Ulnvention conceme done un polypeptide ayant un poids moleculaire theorique 
compris entre 13 et 17 kilodaltons (kD), particulierement entre 14 et 16 
30 kilodaltons (kD). 

Tres particulierement le polypeptide de invention a un poids moleculaire 
theorique de 15,9 kilodaltons (kD). 

35 II est par ailleurs connu que la sequence primaire en acides amines d'un 
polypeptide determine des sites specifiquement reconnus par des prot6ases 
qui une fois la reconnaissance de ces sites effective vont, avec ou sans fixation 
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} 

audit' polypeptide, induire son cllvage par prot^olyse. 

Ainsi, Pinvention conceme egalement au moins un melange de polypeptides 
Issus de la proteolyse du polypeptide de I'lnventlcn. 

5 ■ . 

On comprend done que dans le texte et sans indication contraire, ' par 
polypeptide il faut entendre le polypeptide naturel ou synthetique de I'invention 
tel que d^crit cl-dessus ou au moins I'un de ses fragments, qu'll soit obtenu par 
proteolyse ou de manlere synthetique ou encore tout polypeptide naturel ou 
10 synth6tlque dont la sequence est totalement ou partiellement constituee par la 
sequence du polypeptide precedemment decrit. 

L'analyse de la sequence primaire ne acides amines du polypeptide de 
I'invention montre que celle-ci contient des sites particulier reconnus comme 
15 participant, dans les polypeptides fixant le calcium, a Telaboration du ou des 
sites de fixation du calcium. La fixation du calcium par le polypeptide de 
I'invention est d'ailleurs confirmee par les resultats des essais present6s par 
allleurs dans les exemples. 

20 Le polypeptide de I'invention est un polypeptide qui fixe ie calcium. 

On a vu par ailleurs dans le texte I'importance de la presence dans I'organisme 
des proteines de la famille de la Calmoduline. On comprend alors I'importance 
de pouvoir foumir a I'organisme une proteine de la famille de la Calmoduline 
25 afin de modifier les effets de celle-ci. Les applications potentlelles couvrent 
done toutes les voles de transduction du signal calcio-dependante. 

Par exemple en cosmetique la proteine de I'invention peut §tre utllisee afin de 
r6guler les dysfonctionnements de la proliferation ou de la differenciation 
30 epidermique, normales ou pathologiques (peaux s6ches, hyperkeratose, 
parakeratose, psoriasis, ichtyose, neoplasia...), dans le traitement du 
vieillissement, particuildrement du vielllissement cutan6, dans le traitement des 
dommages cutan6s lies i I'exposition aux rayonnements ultra-violet. 

35 Ainsi, un autre objet de I'invention est done de foumir des compositions 
comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide tel que decrit precedemrnent. 
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Un milieu physiologiquement acceptable est selon rinventlon un milieu 
cosmetiquement et/ou pharmaceutiquement acceptable, compatible avec la 
peau, les muqueuses. les ongles, les cheveux. 

Les compositions de Tinventlon peuvent etre des compositions cosmetiques ou 
S pha rmaceutiq ues . 

De preference, les compositions de Tinvention sont appliquees sur la peau ou 
les muqueuses. 

10 Le polypeptide de Tinvention peut etre utilise comme agent regulant les 
dysfonctionnements de la proliferation ou de la differenciation epidermlque, 
normales ou pathologiques particulierement dans ie traitement des peaux 
seches, de Thyperkeratose, de la parakeratose. du psoriasis, des ichtyoses, 
des neoplasies. Le polypeptide de I'lnvention peut ainsi etre introduit dans une 

15 composition destinee au soin et/ou au maquillage de la peau, des muqueuses 
et/ou des fibres keratiniques. 

La composition de Tinvention est aussi destinee- a lutter centre les signes du 
vieillissement cutane et/ou a lutter centre les effets du rayonnement ultra-violet, 
particulierement de type A ou B. 

20 

Un autre objet de I'lnvention est done une composition destinee a traiter les 
dysfonctionnements de la proliferation ou de la differenciation epidermique, ies 
peaux seches, I'hyperkeratose, la parakeratose, le psoriasis, les ichtyoses 
et/ou ies neoplasies. 

25 EHe conceme aussi une composition comprenant au moins un polypeptide de 
rinventlon pour lutter centre les signes du vieillissement cutane et/ou lutter 
contre les effets du rayonnement ultra-violet, particulierement de type A ou B. 

Un autre objet de Tinvention conceme Futilisation d'au moins un polypeptide de 
30 rinvention dans une composition ou pour la preparation d'une composition, le 
polypeptide ou la composition etant destines a traiter les dysfonctionnements 
de la proliferation ou de la differenciation epidermique, les peaux seches, 
I'hyperkeratose, la parakeratose, le psoriasis, les Ichtyoses et/ou les 
neoplasies. 

35 Elle conceme aussi Tutilisation d'au moins un polypeptide de invention comme 
agent pour traiter les signes du vieillissement cutane et/ou lutter contre les 
effets du riayonnement ultra-violet, particulierement de type A ou B. 
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Un autre objet de I'invention est encore un proc6de de traitement cosm§tique 
destine a lutter centre les signes cutanes des dysfonctionnements de la 
proliferation et/ou de la differenclation 6pidermique comme les peaux sdches, 
5 I'liyperkeratose, la parak6ratose, le psoriasis, les ichtyoses et/ou les 
n^oplasies, les signes du vieillissement cutan6 et/ou les effets du rayonnement 
ultra-violet, particulierement de type A ou B, caract6rise par ie fait que I'on 
applique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres keratiniques une 
composition cosmetique comprenant au moins un polypeptide de {'invention. 

10 

Le precede de traitement de I'invention est un proced6 cosm6tique destine a 
ameliorer I'aspect esthetique de I'individu subissant des troubles de la 
proliferation et/ou de la diff6renciation 6pidennique. 

15 La quantite de polypeptide contenue dans la composition de I'invention est, 
bien entendu, fonction de I'effet recherclie et peut done verier dans une large 
mesure. 

Pour donner un ordre de grandeur, la composition peut contenir le polypeptide 
20 de I'invention en une quantite representant de 0,00001% a 50% du poids total 
de la composition et preferentiellement en une quantite representant de 
0,001% a 10% du poids total de la composition et encore plus 
preferentiellement en une quantite representant de 0,1% ^ 1% du poids total 
de la composition. 

25 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation du polypeptide de I'invention ou 
de ses fragments de proteolyse et de tout peptide syntii§tique d6duit de sa 
sequence, pour preparer ou purifier, 6ventuellement d partir d'6pidemie, toute 
molecule, structurale ou fonctionnelle. susceptible de se lier specifiquement 
30 audit polypeptide lsol6 ou auxd'rts fragments de proteolyse isol6s ou audit 
peptide synth^tique. 

A cet egard, la demanderesse a demontre que le polypeptide de I'invention 
peut par exemple se Her a au moins une cible proteique cheisie parmi les 
35 t^nsglutamlnases, particulierement la transglutaminase 3, la galectirie 7, les 
annexines, particulierement I'annexines 2, la MRP14 ou calgranuline B. les 
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heparanases, la HSP 27, la SCCE ou encore la proline L9 ribosomale de 
60S. 

Dans la mesure ou Ton salt que les transglutaminases jouent un role important 
dans la formation des enveloppes comees, on peut supposer que la CLSP 
.5 joue un role regulateur de la formation de senveloppes cormees au travers de 
la fixation a la tranglutaminase, 

Ainsi invention a pour objet rutilisation du polypeptide de Pinyention ou de ses 
fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique deduit de sa sequence 
10 pour reguler les tranglutaminases, particulierement la transglutaminase 3 et 
ainsi reguler la formation de la couche comee de r^piderme. 

Dans la mesure ou le polypeptide de I'invention appartlent a la famille de 
Calmodulines et que I'on sait que les polypeptides de cette famille sont en 
15 general des second-messagers repondant a un stimulus (le taux de calcium 
intraceliulaire) via une fixation a leur proteine cible, il est possible d'utiliser le 
polypeptide de Tinvention pour preparer ou purifier, eventuellement a partir 
d'epiderme, toute molecule, structural ou fonctionnelle, susceptible de 
moduler rinteraction entre le polypeptide de Tinventlon et ses eventuels 
^ 20 ligands. 

Ainsi, I'invention a pour objet Tutiilsatlon du polypeptide de invention ou de ses 
fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique dSduit de sa sequence, 
pour preparer ou purifier, eventuellement a partir d'epiderme, toute molecule, 
25 structuraie ou fonctionnelle, susceptible de moduler rinteraction entre le 
polypeptide de Tlnventlon et ses eventuels ligands. 

Uinvention a egalement pour objet futilisation du polypeptide de I'invention ou 
de ses fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique deduit de sa 
30 sequence, pour preparer des antiserums et/ou des anticorps monoclonaux 
specifiques, visant notamment a purifier cette proteine et ses fragments. Par 
extension, I'invention a egalement pour objet toute utilisation de ladlte 
sequence pour produire des anticorps ou fragments d'anticorps recombinants, 
quel que soit le systeme biologique utilise pour produire ces demiers. 

35. 

Uinvention a encore pour objet un anticorps poly- ou monoclonal caracterise 
par le fait qu'll reconnaTt specifiquement le polypeptide de I'invention. 



L'anticorps peut §tre un anticorps prepare par immunisation de toute espece 
animate utilisabte a cette fin. partlculi§rement le iapin. L'anticorps peut etre 
prepare par Immunisation 6 i'aide du polypeptide de {'invention que celui-ci sott 
d'origine naturelle ou synthetique, purifie ou non. 

5 

On sait qu'une proteine est synthetlsee dans les cellules a partir d'une matrice 
d'acides desoxyribonucieiques codant pour ladite proteine. On sait egalement 
que le code gen6tlque est degener6. Ainsi, la sequence d'acides amines du 
polypeptide de Tinvention peut etre issue de differentes sequences d'acides 
10 desoxyribonucieiques, naturelles ou synthetlques. Par sequence d'acides 
desoxyribonucieiques synthetique, on entend Id toute sequence obtenue 
chimlquement ou par manipulation g^netique. 

Lesdites sequences d'acides desoxyribonucieiques peuvent etre issues de 
15 toutes origines possibles a savoir soit animate, en particulier de mammiferes et 
encore plus particulierement humaine, soit vegetale. soit de micro-organismes 
(virus, phages, bacteries entre autres) ou encore de champignons, sans 
prejuger du fait qu'elles soient presentes de maniere naturelle ou non dans 
ledit organisme d'origine. 

20 

La demanderesse a isote, purifie et sequence par des techniques de bioiogie 
moleculaire, en particulier le criblage de banques d'expression d'acides 
desoxyribonucieiques complementaires preparees a partir d'epiderme humain, 
un fragment d'acides desoxyribonucieiques codant pour le polypeptide de 
25 rinvention. 

L'invention a done egalement pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, 
toutes sequences d'acides desoxyribonucieiques, naturelles ou synthetiques. 
30 dont tout ou partie code pour la sequence primaire d'acides amines du 
polypeptide de l'invention. 

Au cours de ces travaux, la demanderesse a pu isoler et purifier une sequence 
d'acides desoxyribonucieiques codant pour la sequence primaire d'acides 
35 amines du polypeptide de l'invention a partir de peau humaine. 

L'invention a pour objet un fragment d'acide desoxyribonucleique isoie et 
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purifie correspondant a la sequence nucl6otidique codante SEQ ID NO : 2 
suivante : 



AATTCCCGGA 


TCCCTGCGGC 


TGCCTGCACT 


CTGGACCACG 


40 


AGCTCTGAGA 


GCAGCAGGTT 


GAGGGCCGGT 


GGGCAGCAGC 


80 


TCGGAGGCTC 


CGCGAGGTGC 


AGGAGACGCA 


GGCATGGCCG 


120 


GTGAGCTGAC 


TCCTGAGGAG 


GAGGCCCAGT 


ACAAAAAGGC 


160 


TTTCTCCGCG 


GTTGACACGG 


ATGGAAACGG 


CACCATCAAT 


200 


GCCCAGGAGC 


TGGGCGCGGC 


GCTGAAGGCC 


ACGGGCAAGA 


240 


ACCTCTCGGA 


GGCCCAGCTA 


AGGAAACTCA 


TCTCCGAGGT 


280 


TGACAGCGAC 


GGCGACGGCG 


AAATCAGCTT 


CCAGGAGTTC 


320 


CTGACGGCGG 


CAAGGAAGGC 


CAGGGCCGGC 


CTGGAGGACC 


360 


TGCAGGTCGC 


CTTCCGCGCC 


TTCGACCAGG 


ATGGCGACGG 


400 


CCACATCACC 


GTGGACGAGC 


TCAGGCGGGC 


CATGGCGGGG 


440 


CTGGGGCAGC 


CGCTGCCGCA 


GGAGGAGCTG 


GACGCCATGA 


480 


TCCGCGAGGC 


CGACGTGGAC 


CAGGACGGGC 


GGGTGAACTA 


520 


CGAGGAGTTC 


GCGAGGATGC 


TCGCCCAGGA 


GTGAGGCTCC 


560 


CCGCCTGTGT 


CCCCCTGGCT 


GCGCTCTGAG 


CCTTCAGGGC 


600 


CACCGCCCGC 


TGCTGCI 1 1 1 


GTGCTGGGAC 


TCTCCGGGGA 


640 


AACCTGGTCG 


GTGGATGGGA 


AACTGCCTCC 


CCCTGGGAGG 


680 


AAGGCTTTGC 


GCTCCGGGGC 


CTGGATGCGG 


CGCCCTCGGG 


720 


CCGCCTGCGA 


GCCCCTCTCT 


GCCTTCAGAC 


CTTGGGCAGA 


760 


AGGAGGCCTC 


CTTGGGCCTG 


GTCCCCCTTT 


GCCCTGCAGT 


800 


GGAATGAGGG 


CCCCTTAACC 


CCGCATTGAT 


CTAAATAAAG 


840 


GACTGCCGAG 


TTCCAAAA 






858 



LMnvention a aussi objet tout, fragment d'adde desoxyribonucidique isol^ et 
purifie comprenant au moins la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 
2. 

L'invention a egalement pour objet tout polynucleotide, acide ribonuclelque ou 
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d^soxyribonucleique, sens ou antisens, correspondants au moins ^ ia 
sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2. 

Le fragment d'ADN correspondant ^ ia sequence SEQ ID NO : 2 peut etre 
5 introduit dans un vecteur d'expression permettant ainsi la synthase d'une 
prot6ine dite recomblnante correspondant a la CLSP. 

Par prot§ine recomblnante on entend lei tout Element peptldique con-espondant 
a tout ou partle de ia sequence peptldique de la CLSP, obtenu de maniere 
artlficielle apres introduction et expression de tout ou partie de I'ADN 
10 compl6mentaire de la CLSP dans un quelconque vecteur d'expression, quel 
que soit I'organisme qui permet cette expression. 

Partlculierement selon IMnvention, la CLSP ou une partie de la CLSP, peut etre 
produite apres introduction de tout ou partie de la sequence nucleotidique 
15 codante SEQ ID NO : 2 dans un vecteur d'expression comme par example le 
vecteur pGex-2T (Amersham Pliarmacia Biotecli Inc.) et expression dans E. 
Coll. 

L'invention a done 6galement pour objet un vecteur d'expression recombinant 
20 contenant tout ou parUe de la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2. 

L'invention a encore pour objet une proteine recomblnante correspondant a 
tout ou partie de ia sequence SEQ ID NO : 1. parUculierement celle obtenue 
par expression d'un vecteur d'expression pGex-2T contenant tout ou partie de 
25 la sequence codante SEQ ID NO : 2. 

L'invention a egalement pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu pliysiologiquement acceptable, 
au moins un fragment d'acide desoxyribonucleique isol6 et purifie comprenant 
30 au moins la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2 

L'invention a 6galement pour objet une composition cosm6tique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physlologlquement acceptable, 
une sequence d'acides ribonucl6iques sens ou antisens conrespondants ^ 
35 ladite sequence SEQ ID NO : 2. 

Elie a 6galement pour objet rutilisation desdites sequences d'acides 
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desoxyribonucieiques pour la production du polypeptide de Tinvention ou d*un 
acide ribonucleique correspondant par toute technique connue comme par 
exemple la synthese in vitro, a partir de milieux reconstitues ou la synthese par 
des organismes ou microorganismes. 

5 

Quelle que soit leur nature, les compositions de Tinvention peuvent etre 
ingerees, Inject6es ou appliquees sur la peau (sur toute zone cutanee du 
corps) ou les muqueuses (buccale, jugale. gingivale, genitale, conjonctivale, 

...). 

10 . 

Selon le mode d'ad ministration, les compositions selon I'invention peuvent se 
presenter sous toutes les formes galeniques normalement utilisees. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
15 notamment de solution aqueuse ou huileuse ou de dispersion du type lotion ou 
serum, d'emuisions de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, 
obtenues par dispersion d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) 
ou inversement (E/H), ou de suspensions ou emulsions de consistance molle 
du type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de microcapsules ou 
20 microparticules, ou de dispersions veslculaires de type ionique et/ou non 
ionique ou de mousses ou encore sous forme de compositions pour aerosol 
comprenant egalement un agent propulseur sous pression. Ces compositions 
sont preparees selon les methodes usuelies. 

25 Pour rinjection, la composition peut se presenter sous forme de lotion 
aqueuse, huileuse ou sous forme de serum. Pour les yeux, elle peut se 
presenter sous forme de gouttes et pour Tingestion, elle peut se presenter sous 
forme de capsules, de granules, de sirops ou de comprimes. 

30 Les quantrtes des differents constituents des compositions selon I'invention 
sont ceiles classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Ces compositions constituent notamment des cremes de nettoyage, de 
protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les mains, pour les 
35 pleds, pour les grands plis anatomiques ou pour le corps (par exemple cremes 
de jour, cremes de nuit, cremes demaquillantes, cremes de fond de teint. 
cremes antl*solaires), des fonds de teint fluides, des laits de demaquillage, des 



lalts corporels de protection ou de soln, des laits anti-solaires, des laits apr^s- 
soleil, des lotions, gels ou mousses pour le soln de la peau, comme des lotions 
de nettoyage, des lotions antl-solalres, des lotions apr^s-solell, des lotions de 
bronzage artiflclel, des conripositions pour le bain, des compositions 
5 d6sodorisantes comprenant un agent bactericide, des gels ou lotions apres- 
rasage, des crimes epilatoires, des compositions conti-e les piqQres d'insectes, 
des compositions antl-douleur; des compositions pour traiter certaines 
maladies de la peau comme I'eczema, la rosacee, le psoriasis, les lichens, les 
prurits sev6res, I'ichthyose. 

10 

Les compositions selon I'invention peuvent egalement consister en des 
preparations solides constituant des savons ou des pains de nettoyage. 

Les compositions peuvent aussi etre conditionnees sous forme de composition 
15 pour aerosol comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

La composition selon I'invention peut aussi etre une composition pour les soins 
du cuir chevelu, et notamment un shampooing, une lotion de mise en plis, une 
lotion traitante. une creme ou un gel coiffant, une composition de teintures 
20 (notamment teintures d'oxydation) eventuellement sous fomie de shampooings 
colorants, des lotions restructurantes pour les cheveux, une composition de 
permanente (notamment une composition pour le premier temps d'une 
permanente), une lotion ou un gel antichute, un shampooing antiparasitaire, les 
compositions antipelllculaires, etc. 

25 

La composition peut aussi etie a usage bucco-dentaire, par exemple une pSte 
dentifrice. Dans ce cas, la composition peut contenir des adjuvants et add'rtifs 
usueis pour les compositions a usage buccal et notamment des agents 
tensioactife, des agents epaisslssants, des agents humectants, des agents de 
30 pollssage tels que la silice, divers ingredients actifs comme les fluorures, en 
particuller le fluorure de sodium, et eventuellement des agents edulcorants 
comme le saccharinate de sodium. 

Lorsque la composition est une emulsion, la proportion de la phase grasse 
35 peut alter de 5 % a 80 % en poids, et de preference de 5 % a 50 % en poids 
par rapport au poids total de la composition. Les huiles. les cires, les 
emulsionnants et les coemulsionnants utilises dans la composition sous fonne 
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d'emulsion sont choisis parmi ceux classiquement utilises dans le domaine 
cosmetlque. Uemulsionnant et le coemulsionnant sont presents, dans la 
composition, en une proportion altant de 0,3 % a 30 % en poids, et de 
preference de 0.5 a 20 % en poids par rapport au poids total de la composition. 
5 Uemulsion peut, en outre, contenir des vesicules lipidiques. 

Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse 
peut representer plus de 90 % du poids total de la composition. 

10 De fagon connue, la composition cosmetique peut contenir egalement des 
adjuvants habltuels dans le domaine cosmetique. tels que les gelifiants 
hydraphlles ou lipophiles. les additifs hydrophiles ou iipophiles, les 
conservateurs, les antioxydants, les solvants, les parfums, les charges, les 
filtres, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. Les quantites de ces 

15 . differents adjuvants sont celles classiquement utilisees dans le domaine 
cosmetique, et par exempie de 0.01 % a 10 % du poids total de la composition. . 
Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans ia phase grasse, 
dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 
Comma huiles ou cires utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles 

20 mlnerales (huile de vaseline), les huiles veg6tales (fraction liquide du beun^e de 
karite, huile de tournesol), les huiles animates (perhydrosqualene). les huiles 
de synthase (huile de Purcellin), les huiles ou cires siliconees (cyclom6thicone) 
et les huiles fiuorees (perfluoropolyethers). les cires d'abeille, de camauba ou 
paraffine. On peut ajouter a ces huiles des alcools gras et des acides gras 

25 (acide stearique). 

Comme emulsionnants utilisables dans Tinvention, on peut citer par exempie le 
stearate de glycerol, le polysorbate 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/GIycol 
Stearate vendu sous ia denomination de Tefose^ 63 par ia societe Gattefosse. 

30 Comme solvents utilisables dans I'inventlon, on peut citer les alcools inferieurs, 
notamment P6thanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 
Comme gelifiants hydrophiles utilisables dans Plnventlon, on peut citer les 
polymeres carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que 
les copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les 

35 polysaccharides tels que Thydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les 
argiles, et comme gelifiants lipophiles, on peut citer les argiles modrfiees 
comme les bentones, les sels metalllques d'acides gras comme les stearates 
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d'aluminium etia sHice hydrophobe, 6thylcellulose. polyethylene. 

La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiles comme les proteines 
ou les hydrolysats de proteines. les acides amines, les polyols. I'uree. 
5 Pallantoine, les sucres et les derives de sucre. les vitamines hydrosolubles, les 
extraits veg6taux et les hydroxyacides. 

Comme actifs lipophiles. on peut utiliser le retinol (vitamine A) et ses derives, le 
tocopherol (vitamine E) et ses derives, les acides gras essentiels. les 
10 ceramides. les huiles essentielles, I'acide salicylique et ses derives. 

Selon ['invention la composition peut associer au moihs un extrait d'au moins 
une Iridacee a d'autres agents actifs destines notamment § la prevention et/ou 
au traitement des affections cutanees. Parmi ces agents actifs, on peut citer ^ 

15 titre d'exemple : , 

- les agents dimlnuant la dlff6renciation et/ou la proliferation et/ou la 
pigmentation cutan6e tels que I'acide r6tinoTque et ses isom^res, le retinol et 
ses esters, la vitamine D et ses derives, les oestrogenes tels que roestradiol, 
racide kojique ou rhydroquinone ; 

20 - les antibact6riens tels que le phosphate de clindamycine, 

l'6rythromycine ou les antibiotiques de la classe des tetracyclines ; 

- les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou les 
pyr§thrinoides ; 

- les antifongiques, en particulier les composes appartenant a la ciasse 
25 des imidazoles tels que I'econazole, le ketoconazole ou le miconazole ou leurs 

sels, les composes polyenes, tels que ramphotericine B, les composes de la 
famille des allylamines, tels que la terbinafine, ou encore I'octopirox : 

- les agents antiviraux tels que {'acyclovir ; 

- les agents antl-inflammatoires steroTdiens, tels que I'hydrocortlsone, le 
30 valerate de betamethasone ou le proptonate de dobetasol, ou les agents anti- 

inflammatolres non-steroTdlens comme par exemple I'ibuprpfene et ses sels, le 
diclofenac et ses sels, I'acide acetylsalicylique, I'acetaminophene ou I'acide 
glycyrrhlzique ; . 

- les agents anesthesiques tels que le chloriiydrate de lidocaine et ses 

35 derives ; 

- les agents antipairigineux comme la thenaldine, la trimeprazine ou la 
cyproheptadine ; 
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. les agents keratolytiques tels que les acides a- et p- 
hydroxycarboxyliques ou p-cetocarboxyliques. leurs sels, amides ou esters et 
plus particulierement les hydroxyacides tels que Tacide glycolique. Pacide 
lactique, Tacide salicyllque, Tacide citrique et de maniere generate les acides 
5 de fruits, et Tacide n-octanoyl-5-salicyiique ; 

- les agents hydratants comme le glycerol et ses derives ; 

- les agents anti-radicaux libres, tels que ra-tocopherol ou ses esters, 
les superoxyde dismutases, certains chelatants de metaux ou Tacide 
ascorbique et ses esters ; 

10 - les anti-seborrheiques tels que la progesterone ; 

- les antlpelliculaires comme I'octopirox ou la pyrithione de zinc ; 

- les antiacneiques comme I'acide retinoique ou le peroxyde de 
benzoyle ; 

- ies extraits d'origine v§getale ou bacterienne. 

15 

Ainsi, selon un mode particuiier, la composition selon ['invention comprend 
egalement au moins un agent choisi parmi les agents antibacteriens, 
antiparasitaires, antifongiques, antiviraux, anti-inflammatoires, antiprurigineux, 
anesthesiques, keratolytiques. anti-radicaux libres. anti-seborrheiques, 
20 antlpelliculaires, antiacneiques et/ou les agents diminuant la difFerenclatlon 
et/ou ia proliferation et/ou la pigmentation cutanee. 

Example 1 

Materiels et methodes : 
25 La bibliotheque d'ADNc de keratinocytes donee dans Xgtt1 (origine des 
ARNm = keratinocytes de prepuces humains adultes) provient de Clontech 
(Palo Alto. CA, USA). 

Les oligomeres utilises dans les differentes experiences sont presentes ci- 
30 apres 



Nom de 
roligom6re 


Deduit de 


Position 


Sequence 5' ^ 3' 


sc5 (sens) 


CLSP 


168/191 


GC(N)GT(N)GA(Y)AC(N)GA(Y)GG( 
N)AA(Y)GG(N) 


sclO (antisens) 


CLSP 


535/554 


TCACTCCTGGGCGAGCATC 
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sc16 (antisens) 


CLSP (+ 
RS) 


533/555 . 


TTGAATTCTCACTCCTGGGCGAG 

CATCCTC 


sc21 (antisens) 


CLSP 


240/257 


eTGGGCCTCCGAGAGGTT 


sc29 (sens) 


CLSP 
(+RS) 


113/140 


GATAGGATCCATGGCCGGTGAG 
CTGACTCCTGAGGAG 


sc7 est I'oligomere SK-primer vendu par la societe Stratagene, . 


Not l-(dT)i8 est un primer vendu par la societe Amersham Phamnacia Biotech 



N = A. C, GouT 
Y = C ou T 

(+RS) : site(s) de restriction ajout6(s) d ia sequence, dans i'oligomere 



5 L'oligomSre d6gen6re sc5 es;t bas6 sur la sequence d'acides amines SEQ ID 
N0:1. Tous les autres oligomferes d^dults de la CLSP et leur position sont 
dSduits de la s^uence nucl^otidique SEQ ID NO:2. 

Not l-(dT)i8 est con^u pour se fixer au longues series de A, par exemple les 
polyA+. Utilises dans les reactions de transcription reverse. Not l-(clT)ia se fixe 
10 au polyA+. . 

1 . Preparations a partir de stratum comeum humain 
Tampons : 

I : SDS 0,3% : tris-HCI 28 mM ; tris-base 22mM 
15 2D ; 8M uree ; 2% CHAPS (3-(3-ciiolamidopropyl)dimethylamonio-1-propane- 
sulfonate) ; Dithiothreitol 20 mM ; 0,5% Imobilin pH gradient Buffer (Amersham 
Phamiacia Biotech), pH=3 ; 

Pour la purification de ia CLSP, des extraits acetoniques de stratum comeum 
20 ont et6 prepares selon la methode decrite par Lundstrom et Egelriid dans Acta 
Derm. Venerol., 1991. 71 : 471-474. 
78 mg de poudre acdtoniques ont ainsi ete prepares. 

2,5ml de tampon I sont ajoutes aux 78 mg de poudre ac§tonique et le tout est 
potterise, porte ^ ebullition pendant 10 minutes puis repotteris6. La solution est 
25 aiors centrifugee a 10000 g pendant 10 minutes. Le sumageant est recueilli et 
flltre k 0,22 M . On obtient ainsi 2 ml de sumageant SI. 
On ajoute alors au sumageant SI 10 ml d'acetone froide (10V/2V). On laisse 
10 minutes au firoid (glace pilee) et ion centrifuge a 9400 g pendant 20 minutes 
S4»C.. 

30 Le sumageant est alors elimine et le culot seche a temperature ambiante 
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pendant 20 minutes. Le culot est alors repris dans 300 I de tampon 2D. On 
obtient ainsi i'extrait El. 

2. Gel bidimensionnel 
5 La separation en 2 dimensions des proteines contanues dans Textrait E! est 
realisee sur un appareil de marque Pharmacia (modele multiphor) selon les 
recommandations du foumisseur. 

La coloration des spots, la recuperation de ceux-ci et le sequengage des 
polypeptides qu'ils contenaient ont ete realises selon les techniques standards 
10 decrites dans "gel electrophoresis of proteins" (IRL press), ou encore "a 
practical guide to protein and peptide puriifcation for microsequencing, (Paul 
Matsudaira editieur, seconde edition 1993). 

3 Clonage et sequengage de I'ADNc CLSP : 
15 Les ARN totaux de keratlnocytes d'un equivalent d'epiderme (Episkin) ont ete 
prepares a Taide d'un kit de preparation RNeasy Kit et purifies a I'aide d'un kit 
QIAshredder column de la marque Qiagen selon les prescriptions du 
foumisseur. 

Les ADN complementaires des ARN ainsi prepares ont ete synthetises a Taide 
20 d'un kit First strand cDNA Synthesis kit de marque Amersham Pharmacia 
Biotech selon les prescriptions du foumisseur en utilisant I'oligomere 
Notl-d(T)18. 

Un AONc de 775 paires de bases ainsi obtenu a ete amplifie par des reactions 
de polymerisation en chaTne (PGR) dans un appareil a cycles thermiques de 
25 marque Pericin-Elmer (module Thermocycler) en utilisant une polymerase pfu 
de marque Stratagene et le couple d'oiigomere sc5/Notl-d(T)18. Un 
sequengage de ce fragment a permis d'en determiner Tenchainement en 
nucleotides. 

Afin d'obtenir la sequence complete de TADNc de la CLSP, des reactions de 
30 PCR ont ete realisees a I'aide des couples d'oligomeres suivants sc10/sc7, 
sc7/sc21, sc16/sc29 dans des conditions d'experience standards, sur une 
banque d'ADN complementaires de keratinocytes clones dans le phage gt1 1 
(Stratagene). 

35 Les recherches d'homologles sont effectuees via le programme WU-Blast sur 
le site Internet Expasy Swissprot, la detection d'eventuels sites de clivage est 
effectuee via le programme Omiga 1.1 PC (Oxford Molecular, Oxford, U.K.). 



10 



Constnicdon et expression d'une Btotech 

,nc.) par coupurefligalure aux ^''^t„ 7 ^^,^cLSP est en phase a«ec 
conslmcaon pour ^quelle la sequence "^^"^^^J^'^^ ^ est alors 

,3S^uencedela«.u.ath.neSWe.sec^^^^^^^^^ 

diff6rents protocoles des foumisseurs. 
(BBA. 623 (1980). 257-270). 

Chromatographie d'affinite : . , .xaiis^e avec 1ml de bille. 

' --n::rrrT -e s^p^^se 

Le polypeptide de I invention a chezAmersham Pharmacta 

"srrrnsr^r^uar. en ...ar. .3 . de 

polypeptide par millilitre de Mies. par minilltre de bffles. 

. L.efficacMdecouple.eae.^deWS^'';^ ^ 

De r^piderme human (0,83g de P° ^ , 4^ hoitwg*n6is6s au 

. -T:::r— ^^^^^^^^ 

Roche Molecular add.onne de 1 M "'^J-^^^ , rC. Le 
U suspension e^ alcrs ^"^^'^^'^l ae caldun, avant 

sumageant est .^"^^ a'affinK*. Les colonnes sont 

passage i temperature ambiante sur la ^ eontenant 150 

33 alors lav.es avec .0 volumes - --J^^ ^tln X100 et un m.enge 
r^rd^P-Sr L^l^ e^ectt^es en u«l,sant . m.me tampon 
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contenant 5 mM d'EDTA au lieu de 2, mM de chlorure de calcium. 
Les proteines eluees sont soumises a une electropiiordse en gel d6r»aturant 
(SDS-PAGE) et apres migration, colorees a Pargent a I'aide du kit de coloration 
a I'argent de la soci6t6 Amersham Pliarmacia Biotech et selon les 
5 reosmmandatlons du fabriquant. 

RESULTATS: 

Purification et caracterisation de la CLSP 

Parmi tous les spots analyses a partir du gel bidimensionnel, la sequence 
10 d6duite d'un des spots a donne une liomologie de sequence avec la 
Calmodullne suffisamment importante pour qu'il soit retenu mais suffisamment 
differente pour que son analyse soit poursuivie. 

A partir des elements de sequence en acides amines obtenus et par les 
techniques de biologies moleculaires ci-dessus decrites, il a ete possible 
15 d'isoler et de purifier la sequence SEQ ID NO : 1 . 

Les homologies de sequence entre cette proteine et la Calmoduline laissent a 
penser que cette proteine dolt avoir des propriet6s similaires de cedes de la 
Calmoduline. 

Quatre sites de liaison au calcium peuvent Stre 'mis en evidence dans cette 
20 sequence, a savoir les sites compris entre les acides amines 21 et 32, 57 et 
68, 9ret 102, et 127 et 138. 

Les experiences de migration electrophor§tique, particulierement avec la 
proteine recombinante, conduites en presence ou en absence d'ions calcium 
confirment que la proteine fixe ie calcium. 

25 

Cette sequence correspond done a une proteine complete, qui fixe Ie calcium, 
qui n'est pas la Calmoduline et qui est presente dans Ie stratum comeum de 
Tepiderme humain. 

30 Clonage de I'ADN de la SCTE : 

Par les techniques ci-dessus decrites. un ADN de 858 paires de bases, a 6te 
isole. Ce fragment d'ADN comporte la sequence codante Integrate de la CLSP, 
du codon ATG en position 114 jusqu'au codon stop en position 552. 

35 Chromatographie d'affinite : 

Le sequengage de I'une des proteines retenue sur la colonne d'affinite realisee 
avec le polypeptide de I'invention a revele qu'il s'agit d'une transglutaminase et 



particulierement de la transglutaminase 3. 

D'autres experiences ont rev6le que la galectine 7. les annexines. 
partlculterement I'annexines 2, la MRP14 ou caigranuline B. les heparanases 
particulierement I'heparanase III. la Heat Shock P 27, la SCCE ou encore la 
prot§lne L9 ribosomale de 60S se llent egalement au polypeptide de 
I'invention. 
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REVENDICATIONS 

1, Polypeptide naturel ou synthetique purifie. caracteris^ par le fait qu'il repond 
a ia sequence d'acides amines SEQ ID NO : 1 : 



Mei 


Mia 


oiy 


OIU 


1 At 1 

U6U 


Thr 

1 nr 


Prrt 


fill 1 


r^ii t 

vSIU 


oiu 


-1 n 
lU 


Mia 




T\/r 

lyr 


Lys 


1 \/e 

Lys 


Ala 

Mia 


Pha 

"ne 




Ala 


Val 




Mop 


Thr 
1 nr 


A o o 
MSp 


V3iy 


/^Ol 1 


oiy 


Thr 

III! 


lie 




Ala 




Gin 


Glu 


1 PIJ 


Glv 


Ala 


Ala 




Lvs 


Ala 


Thr 


40 


Gly 


Lys 


Asn 


Leu 


Ser 


Glu 


Ala 


Gin 


Leu 


Arg 


50 


Lys 


Leu 


lie 


Ser 


Glu 


Val 


Asp 


Ser 


Asp 


Gly 


60 


Asp 


Gly 


Glu 


lie 


Ser 


Phe 


Gin 


Glu 


Phe 


Leu 


70 


Thr 


Ala 


Ala 


Arg 


Lys 


Ala 


Arg 


Ala 


Gly 


Leu 


80 


Glu 


Asp 


Leu 


Gin 


Val 


Ala 


Phe 


Arg 


Ala 


Phe 


90 


Asp 


Gin 


Asp 


Gly 


Asp 


Gly 


His 


lie 


Thr 


Val 


100 


Asp 


Glu 


Leu 


Arg 


Arg 


Ala 


Met 


Ala 


Gly 


Leu 


110 


Gly 


Gin 


Pro 


Leu 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Leu 


Asp 


120 


Ala 


Met 


lie 


Arg 


Glu 


Ala 


Asp 


Val 


Asp 


Gin 


130 


Asp 


Gly 


Arg 


Val 


Asn 


Tyr 


Glu 


Glu 


Phe 


Ala 


140 


Arg 


Met 


Leu 


Ala 


Gin 


Glu 










146 



2. Polypeptide selon la revendication 1 , caractdrisS par le fait qu'il est purifie ^ 
partir de mammiferes. 

3. Polypeptide selon i'une quetconque des revendications pr^cedentes, 
caracterise par le fait qu'il est purifie a partir de peau de mammifdres. 

4. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait qu'ii est purifie a partir de peau humaine. 

5. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le feit qu'il est purifie a partir d'epiderme humain. 

6. Polypeptide naturel ou synthetique dont la sequence est en partie cpnstituee 
par la sequence du polypeptide tel que decrit dans la revendication 1 . 

7. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes. 
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caracterise par le fait qu'H a un point isoilectrique theorique compris entre 1 et 
6, particullerennent entre 3 et 5. 

8. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
5 caracterise par le fait qu'ii a un poids moleculaire theorique compris entre 13 et 
17 Idlodaltons (kD), particulierement entre 14 et 16 Idlodaltons (kD). 

• 9. Melange de polypeptides issus de la proteolyse du polypeptide tel que d6crit 
dans les revendications 1^8. 

10 

10. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caract6ris6 par le fait qu'il presente dans sa sequence primaire au moins un 
site de fixation du calcium. 

15 11. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fart qu'il fixe le calcium. 

12. Composition caract^risee par le fait qu'elle comprend dans un milieu 
physiologiquement acceptable, au moins un polypeptide tel que defini dans 

20 I'une quelconque des revendications 1^11. 

13. Composition destine ^ regular les dysfbnctionnements de la proliferation 
ou de la differenciation 6pidermique, normales ou pathologiques. caract§risee 
par le fait qu'elle conhprend dans un milieu cosmetiquement acceptable, au 

25 moins un polypeptide tel que defini dans I'une quelconque des revendications 
1 a 11. 

14. Composition pour traiter les peaux seclnes, I'hypericeratose. la 
parakeratose. le psoriasis, les ichtyoses, les neoplasies, caracterisee par le fait 

30 qu'elle comprend dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide tel que defini dans I'une quelconque des revendications 1^11. 

15. Composition selon I'une quelconque des revendications 12 a 14, 
caracteris6e par le fait qu'elle est destlnee a une application cosmetique ou 

35 pharmaceutique. 
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16. Utilisation d'au moins un polypeptide tel que defini dans I'une quelconque 
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des revendications 1 a 1 1 , dans une composition ou pour la preparation d*une 
composition, ie polypeptide ou la composition etant destines a traiter les peaux 
seches, i'hyperkeratose, la parakeratose, Ie psoriasis, les ichtyoses, les 
neoplasiies. 

.5 

17. Utilisation d'au moins un polypeptide tel que defini dans Tune quelconque 
des revendications 1 § 1 1 , dans une composition ou pour ia preparation d'une 
composition, Ie polypeptide ou la composition etant destines a reguier les 
tranglutaminases. 

10 

18. Utilisation d'au moins un polypeptide tel que defini dans Tune quelconque 
des revendications 1 a 1 1 , dans une composition ou pour la preparation d'une 
composition, Ie polypeptide ou la composition etant destines a reguier la 
transglutaminase 3, 

15 

19. Utilisation d'au moins un polypeptide tel que defini dans Tune quelconque 
des revendications 1 a 11. dans une composition ou pour la preparation d'une 
composition, Ie polypeptide ou la composition etant destines a r6guler la 
formation de la couche comee de I'eplderme. 

20 . . . 

20. Procede de traitement cosm§tique pour traiter les peaux seches, 
rhyperkeratose, la parakeratose, Ie psoriasis, les ichtyoses, les neoplasies, 
caracterise par ie fait que Ton applique sur la peau du sujet d traiter une 

) composition cosmetlque telle que decrite dans les revendications 12 a 15. 

25 

21 . Fragment d'acide desoxyribonucleique isole codant pour Ie polypeptide tel 
que d6fini dans Tune des revendications 1 a 1 1. 

22. Fragment d'acide desoxyribonucleique isole comprenant au moins la 
30 sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2 suivante : 



AATTCCCGGA 


TCCCTGCGGC 


TGCCTGCACT 


CTGGACCACG 


40 


AGCTCTGAGA 


GCAGCAGGTT 


GAGGGCCGGT 


GGGCAGCAGC 


80 


TCGGAGGCTC 


CGCGAGGTGC 


AGGAGACGCA 


GGCATGGCCG 


120 


GTGAGCTGAC 


TCCTGAGGAG 


GAGGCCCAGT 


ACAAAAAGGC 


160 


TTTCTCCGCG 


GTTGACACGG 


ATGGAAACGG 


CACCATCAAT 


200 



10 



GCCCAGGAGC 

ACCTCTCGGA 

TGACAGCGAC 

CTGACGGCGG 

TGCAGGTCGC 

CCACATCACC 

CTGGGGCAGC 

TCCGCGAGGC 

CGAGGAGTTC 

CCGCCTGTGT 

CACGGCCCGC 

AACCTGGTCG 

AAGGCTTTGC 

CCGCCTGCGA 

AGGAGGCCTC 

GGAATGAGGG 

GACTGCCGAG 



TGGGCGCGGC 

GGCCCAGCTA 

GGCGACGGCG 

CAAGGAAGGC 

CTTCCGCGCC 

GTGGACGAGC 

CGCTGCCGCA 

CGACGTGGAC 

GCGAGGATqC 

CCCCCTGGCT 

TGCTGCTTTT 

GTGGATGGGA 

GCTCCGGGGC 

GCCCCTCTCT - 

CTTGGGCCTG 

CCCCTTAACC 

TTCGAAAA 



GCTGAAGGCC 

AGGAAACTCA 

AAATCAGCTT 

CAGGGCCGGC 

TTCGACCAGG 

TCAGGCGGGC 

GGAGGAGCTG 

CAGGACGGGC 

TC^GCCjCAG'pA 

GCGCTCTGAG 

GTGCTGGGAC 

AACTGCCTCC 

CTGGATGCGG 

GCCTTCAGAC 

GTCCCCCTTT 

CCGCA7TGAT 



ACGGGCAAGA 

TCTCCGAGGT 

CGAGGAGTTC 

CTGGAGGACC 

ATGGCGACGG 

CATGGCGGGG 

GACGCCATGA 

GGGTGAACTA 

G^SSGCTCC 



CCTTCAGGGC 
TCTCCGGGGA 
CCCTGGGAGG 
CGCCCTCGGG 
CTTGGGCAGA 
GCCCTGCAGT 
CTAAATAAAG 



240 

280 

320 

360 

400 

440 

480 

520 

560 

600 

640 

680 

720 

760 

800 

840 

858 



23. Fragment d'acide desoxyribonucleique isole comprenant tout ou partle de 
la sequence nucl6otidlque telle decrite dans la revendication 22. 

24. Composition cosmetique ou phamiaceutique, caract^risee par le fait qu'elle 
comprend, dans un milieu physioiogiquement acceptable, au moins une 
sequence nucleotidique telle que decrite dans I'une quelconque des 
revendicatlons 22 ou 23. 

25. Utilisation d'au moins une sequence d'acide desoxyribonucleique telle que 
decrite dans Tune quelconque des revendicatlons 22 ou 23 pour preparer un 
polypeptide ou un melange de polypeptides. 



15 



26. Vecteur d'expression recombinant contenant tout ou partie de la sequence 
nucleotidique codante SEQ ID NO : 2. 
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27. Proteine recombinante correspondant a tout ou partie de la sequence SEQ 
IDNO:1. 

5 28. Proteine recombinante obtenue par expression d'un vecteur d'expression 
pGex-2T contenant tout ou partie de la sequence codante SEQ ID NO : 2. 

29. Utilisation d'au moins une sequence d'acide d6soxyribonucl6ique telle que 
d^crite dans Tune quelconque des revendications 22 ou 23 pour preparer un 

10 acide ribonucleique. 

30. Utilisation d'au moins un polypeptide isole ou d'au moins I'un de ses 
fragments de proteolyse ou de tout peptide synthetique tel que decrit dans les 
revendications 1 a 11, pour preparer ou purifier toute molecule susceptible de 

15 se Her specifiquement audit polypeptide purifie ou auxdits fragments de 
proteolyse purifies ou audit peptide synth6tique. 

31. Utilisation d'au moins un polypeptide isole ou d'au moins I'un de ses 
fragments de proteolyse ou de tout peptide synthetique tel que d6crit dans les 

20 revendications 1 a 11. pour preparer ou purifier des antiserums ou des 
anticorps monoclonaux specifiques. 

32. Anticorps poly- ou monoclonal caracterise par ie fait qu'il reconnaTt 
specifiquement Ie polypeptide tel que d6cril dans les revendications 1^11. 
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LXSTE DE SEQUENCES 



<110> L'OREAL 

<120> Polypeptide isolS du stratiim comeum et son utilisation 

<130> OA99236 

<140> 

<141> . , . 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2-1 

<210> 1 

<211> 146 

<212>.PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 

Met Ala Gly Glu Leu Tlir Pro Glu Glu Glu Ala Gin Tyr Lys Lys Ala 
1 5 10 15 

Phe Ser Ala Val. Asp Thr" Asp Gly Asn Gly Thr lie Asn Ala Gin Glu 
20 25 30 

Leu Gly Ala Ala Leu Lys Ala Tlir Gly Lys Asn Leu Ser Glu Ala Gin 
35 40 45 

Leu Arg Lys Leu lie Ser Glu Val Asp Ser Asp Gly Asp Gly Glu lie 
50 55 60 

Ser Phe Gin Glu Phe Leu Thr Ala Ala Arg Lys Ala Arg Ala Gly Leu 
65 .70 . 75 80 

Glu Asp Leu Gin Val Ala Phe Arg Ala Phe Asp Gin Asp Gly Asp Gly 
85 90 55 

His lie Thr Val Asp Glu Leu Arg Arg Ala Met Ala Gly Leu Gly Gin 
100 105 110 

Pro Leu Pro Gin Glu Glu Leu Asp Ala Met lie Arg Glu Ala Asp Val 
115 120 125 

Asp Gin Asp Gly Arg Val Asn Tyr Glu Glu Phe Ala Arg Met Leu Ala 
130 135 140 



1 
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Gin Glu 
145 



<210> 2 

<211> 858 

<2i2> ADN 

<213> Homo sapiexis 

<400> 2 

aattcccgga tccctgcggc tgcctgcact 
gagggccggt gggcagcagc tcggaggctc 
gtgagctgac tcctgaggag gaggcccagt 
atggaaacgg caccatcaat gcccaggagc 
acctctcgga ggcccagcta aggaaactca 
aaatcagctt ccaggagttc ctgacggcgg 
tgcaggticgc cttccgcgcc ttcgaccagg 
tcaggcgggc catggcgggg ctggggcagc 
tccgcgaggc cgacgtggac caggacgggc 
tcgcccagga gtgaggctcc ccgcctgtgt 
caccgcccgc tgctgctttt gtgctgggac 
aactgcctcc ccctgggagg aaggctttgc 
ccgcctgcga gcccctctct gccttcagac 
gtcccccttt gccctgcagt ggaatgaggg 
gac^gccgag ^tccaaaa 



ctggaccacg agctctgaga gcagcaggtt 60 
cgcgaggtgc aggagacgca ggcatggccg 120 
acaaaaaggc tttctccgcg gttgacacgg 180 
tgggcgcggc gctgaaggcc acgggcaaga 240 
tctccgaggt tgacagcgac ggcgacggcg 300 
caaggaaggc cagggccggc ctggaggacc 360 
atggcgacgg ccacatcacc gtggacgagc 420 
cgctgccgca ggaggagctg gacgccatga 480 
gggtgaacta cgaggagttc gcgaggatgc 540 
ccccctggct gcgctctgag ccttcagggc 600 
tctccgggga aacctggtcg gtggatggga 660 
gctccggggc ctggatgcgg cgccctcggg 720 
cttgggcaga aggaggcctc cttgggcctg 780 
ccccttaacc ccgcattgat ctaaataaag 840 

858 



2 



